Jelátviteli kompartmentek és proteolózis az immunválasz, valamint az immun- és idegrendszer közötti kommunikáció szabályozásában  =  Signaling compartments and proteolysis in regulation of immune responses and the communication between the immune- and nervous systems by Gergely, János et al.
1Szakmai zárójelentés a „Jelátviteli kompartmentek és proteolízis az immunválasz,
valamint az immun- és idegrendszer közötti kommunikáció szabályozásában” c.
OTKA TS 044711 projektről
A projekt megvalósítása során a tudományos műhely tagjai interdiszciplináris
megközelítést alkalmazva a következő tudományos kérdések vizsgálatát tűzték ki célul: i.) a B és
T limfociták antigén-specifikus aktivációjának szabályozása, különös tekintettel az
autoimmunbetegségekkel való kapcsolatokra; a sejtaktiváció és sejthalál egyensúlya, mint
az immun-homeosztázist kritikusan befolyásoló tényező; ii.) a komplement rendszer eddig
ismeretlen szabályozó szerepe az allergiás reakciókban, különböző autoimmun és
autoimmun eredetű neurodegeneratív kórképekben, iii.) Az immunreakciók és az
idegrendszeri funkciók kapcsolata: a két rendszer kommunikációja gyulladásos reakciók
során illetve steroid hormonokon keresztül; egyes immun- és idegrendszeri funkciók
proteolitikus mechanizmusok útján történő szabályozása.
Jelen pályázat támogatásával, többek között, sikerült megoldani, hogy a projekt több
témakörében a konfokális celluláris képalkotás több variánsa (pl. „live cell”, kinetikai,
morfológiai, kolokalizácós, FRET-képalkotás) megvalósuljon, a pályázat támogatásával
beszerzett többcsatornás lézerpásztázó fluoreszcens konfokális mikroszkóp (OLYMPUS FV500)
révén. Ez a beruházás igen magas teljesítmény-hatékonyságot mutatott: a BS, MS és PhD
képzésünk területén egyaránt jelentős színvonalemelkedést eredményezett, és jelentősen
kiszélesítette alap és alkalmazott kutatások lehetőségeit.
A projekten dolgozó 13 minősített kutató mellett a kutatásban összesen 18 PhD
hallgató is részt vett. A projekt eredményeiből az elmúlt 3 évben 6-an PhD fokozatot
szereztek, és további 7 PhD disszertáció kerül hamarosan beadásra. A projekten dolgozó
kutatók/doktoranduszok interdiszciplináris összefogása több új metodikát, szabadalmaztatható
anyagot és eljárást is eredményezett (ld. 1,3,4,18,25,40 közlemények). Az eredményekből eddig
38 referált tudományos közlemény (összesített impaktfaktor: 147.93) és 3 könyvrészlet
jelent meg, s további 4 közlemény áll közlés alatt. A még nem publikált 15 citálható 2005-ös
absztrakt azt is jelzi továbbá, hogy a megkezdett kutatási irányvonalak a közeljövőben
perspektívikusan folytathatók, azaz a tudományos iskola, műhely folyamatosan hatékonyan
működik.
1. Membrán-kompartmentalizáció és receptor “cross-talk” szerepe az antigén-indukált
limfocita-aktivációban és annak szabályozásában.
► Kimutattuk, hogy az antigénbemutató sejtek (APC) felszínén a pathogén eredetű peptidek
bemutatását végző I. és II. osztályú fő hisztokompatibilitási komplex (MHC) molekulák különféle
membrán mikro-kompartmentekben lokalizáltak, mely egy kritikus szabályozó mechanizmus
az antigen prezentáció hatékonysága, illetve a T-limfocita aktivációs küszöb meghatározása
szempontjából (2,4,10,13). Megmutattuk továbbá, hogy az APC plazmamembrán
koleszterinben és szfingolipidekben gazdag lipid raft mikrodoménjei a TH-sejtekkel alkotott
immunológiai szinapszisok (IS) képződését és stabilitását is alapvetően befolyásolják, az
APC sejtfelszíni kostimulátor denzitása, és citoszkeletonjának integritása mellett (2,13). A
membránfehérjék molekuláris kapcsolatainak vizsgálatára optimalizáltuk a pályázat
támogatásával beszerzett konfokális lézerpásztázó mikroszkópon a FRET technikát (3).
21. ábra: A helper és citotoxikus T limfociták aktivációs küszöbét szabályozó APC plazmamembrán
mikrodomének (modell)
Új módszert dolgoztunk ki a membrán mikrodoménekben (lipid raftok) lokalizált
fehérjék azonosítására, amely a differenciált detergens rezisztencia (FCDR) elvén alapul (4),
s melyet azóta mi és mások is sikeresen alkalmaztunk B és T limfociták, tumorsejtek és
hízósejtek membrán receptorai (pl. komplement-, B sejt-, Fc-receptorok, multi-drog transzporter
fehérjék, stb.) kompartmentalizációjának vizsgálatára.
Különböző mikroszkópiás képalkotási módszerek (CLSM, differenciál-polarizációs
pásztázó konfokális mikroszkópia) segítségével karakterizáltuk a lipid raftok egyes fizikai
tulajdonságait és azok biológiai modulálhatóságát (A9). Előállítottunk és klónoztunk két új IgG3
izotípusú anti-koleszterin ellenanyagot, melyek ígéretesnek tűnnek a membrán mikrodomén
kutatásban, valamint a T-limfocita aktiváció illetve HIV-fertőzés raft mikrodoméneken
keresztüli modulálásában egyaránt (18, A9).
► Sikerült kísérletesen kimutatnunk, hogy a T-sejteket érő ceramid szignálok, melyeket a
sejthalál receptorok ligandkötése, illetve egyes stressz-ingerek képesek kiváltani, csak egy
kritikus küszöb felett (erős/hosszú ingerek) váltanak ki apoptotikus sejthalált, jó egyezésben egy
„rendszer-biológiai” megközelítésen alapuló elméleti modellel (Bentele et al, 2004. J.Cell.Biol.
166: 839-851). Újabb eredményeink szerint a szubapoptotikus (gyenge/rövid) ceramid jelek a
T-sejteket ezt követően érő, antigén (APC-MHC) által kiváltott aktivációs jelátvitelt
negatívan szabályozzák, gátolják, melyet a korai illetve késői T-sejt aktivációs lépések szintjén
egyaránt kimutattunk (2. ábra). A szub-apoptotikus ceramid szignálok ezen hatása dominánsan
membrán-proximálisan (membránpotenciálváltozás, K+- és Ca2+-ioncsatornák gátlása,
foszforilációs-defoszforilációs egyensúly szintjén) érvényesül, mely a sejthalál- és antigén-
receptorok közötti „cross-talk” egy eddig nem ismert megjelenési formája, ami az aktuálisan
rendelkezésre álló T-sejt készletet is jelentősen befolyásolhatja (12-14, A8). Ezen eredmények
egy, a szfingolipid-ciklus befolyásolásán alapuló immunmodulációs eljárás alapjait is
képezhetik a továbbiakban. Érdekes módon a ceramidok hatása diferenciált az egyes
immunociták aktivációja során: különböző érettségi, illetve differenciáltsági stádiumban levő B-
és T-limfociták, vagy hízó sejtek igen nagy eltéréseket mutatnak a ceramid-érzékenység terén
(14), mely jelenség hátterének tisztázása további vizsgálatokat igényel. Mivel a legerősebb
rezisztenciát főként a Burkitt limfóma sejtek mutatták, így a vizsgálatok fontosak lehetnek egyes
limfoid tumorok molekuláris hátterének megértéséhez is.
32. ábra: A ceramid-szignálok integrációja (párbeszéd) az egyidejű vagy a sejtet kissé később érő
antigén-specifikus T-sejt aktivációs szignálokkal szabályozza a T-sejtek sorsát és a T-sejt készletet.
► Egyre több limfocita funkcióban vált ismertté az utóbbi időben az aktin citoszkeleton, a
miktrotubulusok és a hozzájuk funkcionálisan kapcsolt motorfehérjék (miozin és dinein) szerepe.
Ilyen funkciók pl. az immunválaszban kritikus sejtmotilitás, az antigénspecifikus aktiváció során
a receptor-csoportosulás (clustering), a szignaloszómák kialakulása, a szignálmolekulákat
csoportosító lipid raftokat tartalmazó membránvezikulák intracelluláris transzportja, vagy az
apoptózis néhány fontos részjelensége (pl. “membrán-hólyagosodás”). Tekintettel arra, hogy a
motorfehérje működés és annak regulációja potenciális immunmodulációs célpont lehet,
célkitűzéseink között szerepelt a motorfehérje működés molekuláris mechanizmusainak és
szabályozásának vizsgálata, illetve limfocita-specifikus szabályozó fehérjék azonosítása.
A motorfehérjék közül a miozin II, V, VI vizsgálata kapcsán történt jelentősebb
előrelépés a projekt során. A miozin II szabályozása (amelyet immunsejtekben számos
szignalizációs útvonal befolyásol) vagy az egyik könnyű lánc alegység foszforilációján
keresztül (több kináz enzim által), vagy az „EF-kéz” motívumot tartalmazó kalmodulin-
szerű könnyű láncok Ca2+-kötésével valósul meg. A miozin II izoformák közül van olyan,
amelyet a Ca2+ aktivál, és van olyan, amit gátol. Ennek az érdekes szabályozási kettősségnek a
molekuláris hátterét tártuk fel egy Ca2+-gátolt miozin II regulációs domén szerkezeti vizsgálatával
(19, A4).
A miozin V izoformák kargókötését vizsgálva, sikerült azonosítanunk az ún. dinein
könnyű lánc (DLC) kötőhelyét a mediális és disztális coiled-coil régió között, egy szerkezet
nélküli doménben. Megállapítottuk, hogy a kötőhely kialakításában egy 3 aminosavat kódoló
alternatív exon (exon B) esszenciális szerepet tölt be. Az exon B-t tartalmazó forma ideg- és
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4hogy a DLC-hez a miozin egy kb. 8 aminosavból álló szakasza kötődik. Spektroszkópiai és egyéb
biokémiai vizsgálatok alapján a DLC kötés jelentősen hozzájárul a miozin rúd stabilitásához
ill. dimerizációjához (20,22, A1-A3). A DLC és a miozin Va intracelluláris kötődését Jurkat T-
sejtekben és NE4C neuroektodermális sejtekben GFP- és RFP-fúziós fehérjék kolokalizációja
alapján bizonyítottuk. A DLC kargókötő szerepének további vizsgálata, többek-között az
immunsejtekben is jelentős szerepet betöltő „BH3-only” pro-apoptotikus Bim fehérjével
folyamatban van. A DLC további kötőpartnereinek keresése „pull-down” és TAP-technikákkal is
folyamatban van. A Jurkat sejtekből izolált, eddig még nem azonosított potenciális partnerek
között lehetnek T-sejt specifikus fehérjék is (ld. 3.ábra). A sejtaktiváció során a miozin V
globuláris farokdoménjéhez (ez a fő kargókötő domén) kötődő molekulák „halászata” jelenleg is
folyik.
A miozin VI motorral kapcsolatban kulcskérdés, hogy miként tud dimert képezni, mivel
csak ilyen formában tud processzív szállítási funkciót betölteni. A farok doménben található
erősen töltött aminosav régióról kimutattuk, hogy stabil egyszálú α-hélixet (SAH) alkot, amely
fontos szerepe tölthet be a molekula effektor funkcióiban. Érdekes módon a SAH domént számos
más fehérjében is azonosítottuk in silico módszerekkel (A5).
A miozin II immunsejt-specifikus, a regulációs doménhez kötődő partnereit TAP-
technikával próbáltuk azonosítani. Jurkat T-sejtekbe bejuttatva a „csali”-konstrukciót, az eddigi
kísérletek még nem vezettek új fehérje azonosításához. Az eddig csak részeredményeket hozó
„partnerhalászat” sémáját és egy jelenleg MS analízis alatt álló SDS-gélképet az alábbi (3.) ábra
mutatja:
3.ábra: A miozin motorfehérjék partner- keresése „csali-konstrukciók” segítségével immunsejtekben
(stratégiai séma).
► A B sejt receptor komplexnek (BCR) a B sejtek érésében betöltött szerepét vizsgálva
tisztáztuk azt a mechanizmust, ami az éretlen B sejtek antigénfelismerését követően a sejtek
apoptózisához vezet. Megállapítottuk, hogy éretlen B sejtekben az antigén felimerés által
elindított jelpályák csak rövid életidejű Erk és Akt foszforilációt/aktivációt tesznek lehetővé,
ami nem elégséges a sejtek túléléséhez, így a sejtek apoptózissal elpusztulnak. Ez az Akt
foszforiláció hiányában, mitokondrium membrán depolarizációt követő kaszpáz 3 aktiválódás
eredményeként következik be (8). Feltételezésünk szerint ez a mechanizmus szerepet játszik az
éretlen B sejtek negatív szelekciójában, az autoreaktív sejtek elpusztításában.
Miozin motorok (M2, M5, M6)
szerepe immunsejtekben (T,B,APC)
Feltételezett interakciós modulokkal („csali”)
In vivo partnerkeresés In vitro partnerkeresés
Tranziens expresszió immunsejtekbe Rekombináns modul izolálása
(expresszió heterológ rendszerben)
Miozin modul/partner fehérje komplexek
izolálása „TAP” módszerrel
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5A B sejteket az Fcγ receptorokon (FcγRIIB)-on keresztül negatívan szabályozó konstrukciók
tervezéséhez, éppúgy mint az ellenanyag terápiák fejlesztéséhez elengedhetetlen az FcγRIIB-hez
kötődő, legrövidebb, funkcionálisan aktív IgG szekvencia ismerete. FcγRIIB kötőhely
feltérképezésére irányultó vizsgálataink során azonosítottunk olyan IgG Fc peptideket,
amelyek FcRII által kiváltott jelek közvetítésére alkalmasak mind B sejtekben, mind
makrofágokban, és így funkcionálisan is reprezentálják az IgG FcγRIIb-hez kötődő részét
(7).
A mitogén aktivált protein kinázok (MAPK) és az FcγRIIB közötti kapcsolat vizsgálata
során igazoltuk, hogy aktív MAP kinázok kötődnek a B sejt receptorokon (BCR) keresztül
stimulált sejtekben az FcγRIIb-n levő dokkoló helyhez, és foszforilálják magát a receptort
és/vagy más, ahhoz kötődő fehérjét. A MAPK dokkoló helyeként jellemzett motívum
szerinjének foszforilációja -valószínűleg az aktivációs küszöb emelésével- gátolja a BCR
által indukált tirozin foszforilációt, s így részt vesz a B sejtek aktiválódásának
finomszabályozásában (5).
Vizsgáltuk a Grb2 asszociált kötőfehérje, Gab1 és a Gab2 B sejtekben betöltött szerepét. A
Gab1 időszakos kiütése az Erk foszforilációjának jelentős mértékű, és az Akt foszforiláció
részleges csökkenésével járt. Ez arra mutat, hogy a Gab1 adaptor B sejtekben feltehetőleg az
SHP-2 közvetítésével, elsősorban az Erk aktiválódását szabályozza. Ugyanakkor a Gab2 adaptor
foszforilációja előfeltétele az SHP-2 és a PI3-kináz kötődésének, és eredményeink azt mutatják,
hogy a Gab2 foszforilációja, valamint kölcsönhatása az SHP-2 foszfatázzal és a PI3-
kinázzal kulcsfontosságú az Erk és az Akt hosszan kitartott aktiválásához, így valószínűleg
a B sejtek életbentartásához (4. ábra) (15,17,A6,A7).
Igazoltuk, hogy a sejtbe bejuttatható foszfopeptidek alkalmasak a B sejt receptoron
keresztül kiváltott jelek pozitív és negatív szabályozására a foszforilált aminosavat tartalmazó
motívumtól, a dózistól és a kezelési időtől függő módon. Optimalizáltuk a sejtpermeábilis
hordozópeptidet, és jellemeztük a Gab1 foszfotirozint tartalmazó motívumainak megfelelő,
sejtpermeábilis foszfopeptid konjugátumok B sejt aktivációra gyakorolt hatását (16).
Vizsgálataink alapul szolgálnak peptid alapú inhibitorok fejlesztéséhez. Megpróbáltuk azokat a
mechanizmusokat összegezni, amelyek szerepet játszhatnak a B sejtek jelátvitele szintjén néhány
fontos autoimmun betegség (RA, SLE, stb.) kialakulásában. Újabban a gátló funkcióval
rendelkező receptoroknak, illetve a gátlás kialakulásáért felelős jelátviteli molekuláknak, számos
más tényező mellett, egyre nagyobb szerepet tulajdonítanak a szisztémás autoimmun betegségek
kialakulásában/ fenntartásában, és ezek a molekulák, mint új gyógyszercélpontok is számításba
jöhetnek (6). Munkahipotézisünkre alapozva elkezdődtek a célzott, jelátvitelre ható
immunmodulánsok kifejlesztésére irányuló kísérletek is.
64. ábra: A B sejt aktivációs és sejthalál szignálok: az adaptor fehérjék mint szabályozási
„csomópontok” és terápiás célpontok?
► További vizsgálataink a limfociták antigénreceptorai és az immunkomplexek kötésére
képes receptorai – Fc- és komplement-receptorok – közötti kölcsönhatások megismerésére,
azok molekuláris modellezésére, valamint élettani és kóros körülmények között megfigyelhető
változásaik leírására irányultak.
A komplementfragmentumok kötésére képes receptorok gátló és aktiváló hatást is
kifejthetnek a receptor minőségétől, sejtfelszíni denzitásától, a ligandumok számától függően.
Megvizsgáltuk az egér CR1/CR2 komplementreceptorok hatásait a B-sejtek túlélésére és
szaporodására. Egér lép eredetű tranzicionális B-sejteket használva megfigyeltük, hogy a CR1/2-
t felismerő egyláncú ellenanyagaink képesek az indukált és a spontán apoptózist is gátolni.
Normál egér lép B-sejteken az egyláncú ellenanyagaink egymagukban és BCR-rel keresztkötve is
képesek proliferációt kiváltani. Ez a hatás kevésbé kifejezett CR2 hiányos egerekben,
alátámasztva a CR1/2 szerepét. Az endotoxin szennyeződés szerepét endotoxin hiposzenzitív
C3H/Hej egértörzs használatával zártuk ki. A pro-proliferatív hatás befolyásolható FcR-ok
keresztkötésével: az FcR bevonása gátolta a CR általt mediált hatásokat (30). Érdekes
módon az emberi CR1 molekula B sejteken gátolja a BCR-en keresztüli jelátvitelt. A jelenség
pontosabb megismeréséhez rekombináns ellenanyag fragmentumot állítottunk elő, ami lehetővé
teszi a BCR és a CR1 receptor keresztkötését kiváltó komplexek kialakítását.
A 2-es típusú komplementreceptor nagy mennyiségben B-limfocitákon és follikuláris
dendritikus sejteken fejeződik ki. Emberben kimutatták azonban timocitákon és aktivált T-sejt
szubpopulációkon is. Egyes irodalmi adatok melyek alapján, köztük saját korábbi eredményeink
szerint, egérben is megjelenhet T-sejteken a receptor. Megvizsgáltuk lép, perifériás és
mezenteriális nyirokcsomókban a CR2 expressziót RT-PCR, áramlási citometria és fluoreszcens
mikroszkópia segítségével. Eredményeink igazolják, hogy CD4 pozitív T-sejteken megjelenik a
7receptor, azonban RNS szinten nem sikerült egyértelműen igazolni az expressziót. Így
valószinűsíthető, hogy a CR2 fehérje az intercelluláris kapcsolatok során, un. adaptív
transzfer révén kerülhet a T-sejtekre. Az immunkomplexkötő receptorok tehát
feltételezhetően a B-sejtek és a dendritikus sejtek (28) mellett a T-sejtek aktivációs
folyamataiba is beleszólhatnak. A sejtek közötti kapcsolatokat a magukra a sejtekre „lerakódó”
komplement fragmentumok is befolyásolják: az antigénprezentáló sejtekhez kapcsolódó C3b,
iC3b és C3d javítja az antigénprezentáció hatásfokát. A folyamat jellemzéséhez olyan egér C3
specifikus monoklonális ellenanyagokat állítottunk elő (9), amelyek képesek a
komplementdepozíciót elősegíteni vagy gátolni. A reagensek segítségével tervezzük vizsgálni a
komplement aktiváció befolyását az immunválaszra in vivo.
Az általunk korábban előállított CR1/2 specifikus egyláncú ellenanyag fragmentum
(7G6scFv) szervezetben való eloszlását és életidejét áramlási citometria és immunhisztokémia
segítségével vizsgáltuk. Eredményeink alapján a konstrukció minden CR1/2 receptort hordozó
sejttípussal képes reagálni intraperitoneális oltást követően (1). Ennek ellenére az oltást követően
az IgM osztályra korlátozódó humorális immunválasz alakul ki, ami nem volt befolyásolható
antigén-specifikus T-sejtek bevitelével sem. Emlékeztető oltáshoz használva a konstrukciót, az
antigen specifikus IgG1 ellenanyag titer csökkenését figyeltük meg. Eredményeink arra utalnak,
hogy a CR1/2 receptor önmagában nem elegendő molekuláris célpont célzott oltóanyagok
fejlesztéséhez (29).
Az egyláncú ellenanyag fragmentumok (scFv) rekombináns úton előállítható, az
antigénkötés szempontjából monovalens molekulák, kémiai módosításokra viszonylag
érzékenyek. Az Fc rész hiánya ideálissá teszi azokat receptor kölcsönhatások vizsgálatára, mivel
nem kell FcR hatásokkal számolnunk. Hátrányuk lehet viszont bizonyos alkalmazásoknál a
monovalens antigénkötő képesség. A valencia növelésének, valamint egy egyszerű és gyors
konjugációs rendszer kialakításának érdekében egy biotin ligáz (BirA) szubsztrát peptidet
építettünk az scFv molekula végére (A12). E peptid lehetővé teszi egy darab biotin molekula
irányított kovalens beépítését a konstrukciónkba. A monobiotinilált scFv sztreptavidinnel
vegyítve tetramer formákat hoz létre, amit SDS-PAGE segítségével igazoltunk. Fluorokrómmal
konjugált sztreptavidint használva specifikus, FcR-hoz nem kötődő reagens állítható elő. A
monobiotinilált fragmentumok ekvimoláris mennyiségben keverve SA-nel bispecifikus
komplexeket képeznek; ezekkel pedig modellezni lehet receptor keresztkötéseket. A CR1/2 és az
FcRII specifikus scFv molekulákból is előállítottuk az enzimatikusan biotinilálható
formákat, és ellenőriztük ezek kötődését a célreceptorokhoz. A konstrukciók (ld. 5. ábra) in vitro
összehasonlítását követően egyenként, illetve kombinációban fogjuk jellemezni
immunogenitásukat.
5. ábra: Egyláncú ellenanyagok felhasználása receptor keresztkötések modellezésére. A: Sztreptavidin és
monobiotinilált scFv molekulák felhasználásával bispecifikus komplexek állíthatók elő. B: DNS mimotópot
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8A receptorok kölcsönhatásainak autoimmun folyamatokra kifejtett hatásait több
szempontból is megvizsgáltuk. A komplementaktiváció és a komplementreceptorok
immunválaszban betöltött szerepére utal, hogy a C3 szint csökkentésével befolyásolható volt a
sclerosis multiplex egérmodelljében (EAE) a megbetegedés incidenciája. Az egerek kezelése
kobra méreg kivonattal, ami átmeneti komplementhiányt idéz elő, gátolta a betegség kialakulását
(A11). A komplementreceptorok kölcsönhatásai számos sejten kifejthetik hatásukat sclerosis
multiplexben (27), többek között az antigén specifikus limfociták aktiválódásának elősegítésén
keresztül is (ld. 6. ábra).
A szisztémás lupus erithematosus (SLE) betegség egyik diagnosztikus és aktivitását jelző
markere a DNS-t felismerő ellenanyagok jelenléte a szérumban. DNS ellenes antitestek
termelődését kísérletes körülmények között nem csak DNS-sel hanem úgynevezett mimotóp
peptidekkel is ki lehet váltani – e peptidek feltehetően valamilyen szerkezeti és töltéseloszlásbeli
hasonlóságot mutatnak a DNS-el. Hipotézisünk szerint egy mimotóp peptid (BCR ligandum) és
egy receptor ellenes antitest (ko-receptor ligandum) konjugátum segítségével modulálható a
DNS-specifikus B-sejtek aktivitása. Létrehoztunk egy mimotóp peptid (DWEYSLWLSN)
egyláncú ellenanyag fúziós fehérjét, hipotézisünk vizsgálatára. A DWEYS-scFv konstrukcióban
az ellenanyag megtartotta funkcióját, azaz felismeri a BCR ko-receptort; a peptid felismerhető
DNS-ellenes antitestek által (A13). További vizsgálatainkban tervezzük kideríteni, képes-e a
konstrukció a DNS ellenes antitestek képződését befolyásolni.
6. ábra Komplementreceptorok szerepe a sclerosis multiplex kialakulásában (potenciális komplement célpontok
modellje)
Az immunkomplexkötő receptorok expresszióját és működését SLE-ben szenvedő
betegekben is megvizsgáltuk. Eredményeink alátámasztották azt a korábbi megfigyelést,
9miszerint a CR1 expressziója csökken eritrocitákon és B-sejteken is. Érdekes módon a receptor
ennek ellenére megtartotta gátló hatását a BCR-en keresztüli stimulációra, ami terápiás
beavatkozási lehetőséget is biztosíthat a jövőben. A komplementreceptorok összetett szerepet
töltenek be tehát az autoimmun folyamatok szabályozásában (26), s ezen szerep tisztázása
segíthet terápiás stratégiák tervezésében is.
A C3a komplement faktor N és C terminális régióit összekötő hurok régió (56-64
aminosavak) származtatott szintetikus peptidekről kimutattuk, hogy a hízósejtek FcεRI
receptor komplexének β alegységeihez kötődve jelentősen képesek gátolni a hízósejtek
antigén (allergén)-keresztkötés által kiváltott jeltávitelét és degranulációs válaszát (23,25).
Ezen eredmények alapján egy struktúra-optimalizáción alapuló peptid-hatásmechanizmus kutatás
indult be az allergiás reakciók hatékony és antigén-receptorra irányuló (azaz megelőző
hatású), terápiás célokra is alkalmazható gátlószerének kifejlesztésére.
2. Az immun- és idegrendszer kommunikációja és működésük proteolitikus
szabályozása
► Az immunválasz során a proinflammatorikus citokinek jelentősen befolyásolhatják a
neuronok elektromos aktivitását a központi idegrendszerben, így növelik az EEG szinkronizációt
és a lassú hullámú alvás megjelenési valószínűségét. Ennek a talamokortikális rendszeren
keresztül megvalósuló gátló hatásnak feltehetőleg nemcsak az alvás szabályozásában van szerepe,
hanem az epilepszia genezisében is, azonban ennek pontos mechanizmusa nem ismert.
Kísérleteink ezért arra irányultak, hogy meghatározzuk hogyan hat egy LPS indukálta
immunválasz az epilepszia genezisre in vivo. Vizsgálatainkat genetikusan epilepsziás WAG/Rij
patkánytörzsön végeztük, amelyekben a epilepsziás aktivitások (spike-wave discharge, SWD)
spontán megjelennek. A WAG/Rij patkánytörzsön az LPS injekciót követő proinflammatorikus
citokin termelés időbeli változása a normál patkányokhoz hasonló lefutást mutatott, mely azt
jelzi, hogy a megváltozott genetikai háttér nem érintette a proinflammatorikus immunválaszt.
Eredményeink megmutatták, hogy az LPS adása dózis függő módon emeli az SWD-k számát,
mely nem mutat korrelációt a testhőmérséklet változásával. Indometacin alkalmazása
csökkentette az LPS indukálta SWD növekedést, mely azt jelzi, hogy az LPS hatásában a
cyclooxigenáz-1,2 enzimen keresztül a prosztaglandin E2 is részt vesz. Az excitatorikus glutamát
hatásokat követő NMDA receptor agonista az AP5 adása növelte az LPS-nek az SWD-kre
gyakorolt hatását, amely az LPS-nek és az AP5-nek az SWD kialakításában közös molekuláris
folyamataira utal (37). Ezen eredményeink azt mutatják, hogy a gyulladásos mechanizmusok
jelentős hatást gyakorolnak a thalamokortikális elektromos aktivitásra és felhívják a
figyelmet arra, hogy a bakteriális infekciók módosíthatják az epilepsziás folyamatokat a
központi idegrendszerben.
Az immunválaszban felszabaduló citokinek nemcsak a neuronok elektromos aktivitását
változtathatják meg, hanem jelentős hatást gyakorolnak az intraneuronális jelátvivő utakra is a
központi idegrendszerben. A gonádokból felszabaduló ösztrogén pl. jelentős hatást gyakorol az
immunválaszra és lipofil tulajdonságai révén bejut a központi idegrendszerbe, ahol feltehetőleg a
citokinek idegsejtekre gyakorolt hatását is módosíthatja. Munkahipotézisünk szerint ebben az
ösztrogén indukálta modulációban az intracelluláris jelátvivő útvonalak jelentős szerepet töltenek
be. Ezért kísérleteinkben arra kerestük a választ, hogy az ösztrogén milyen hatást gyakorol az
idegsejtek citokin-szenzitív jelátviteli útvonalaira. Kimutattuk, hogy az ösztrogén jelentősen
fokozza a MAPK- és a CREB-foszforilációt a központi idegrendszer különböző területein
(hippocampus, medialis preoptikus area, ventromedialis hypothalamus) ösztrogén
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Érdekes módon az ösztrogén indukálta CREB és MAPK foszforiláció szexdimorfizmust
mutatott (38,42). További kísérleteinkben egysejt szinten vizsgáltuk ezeket a folyamatokat, az
ösztrogén szekréciót reguláló principális sejteken a gonadotropin releasing hormon (GnRH)
neuronokon és memória kialakításában jelentős szerepet betöltő előagyi kolinerg idegsejteken
(38). Elektrofiziológiai kísérleteinkben kimutattuk, hogy az ösztrogén jelentősen módosítja a
membrán potenciált, mely MAPK majd CREB foszforilációhoz vezet. Az ösztrogén indukálta
CREB foszforilációt a GnRH neuronokban az ERβ, míg a kolinerg neurokban az ERα receptorok
közvetítik (38). Az általunk előállított GnRH neurospecifikus genetikai Ca2+ szenzorral
rendelkező egerekben kimutattuk, hogy az ösztrogén növeli a GnRH neuronokban a Ca2+ spike-
ok előfordulási gyakoriságát a sejtbe való Ca2+ beáramláson keresztül, mely jelentősen
hozzájárulhat a CREB foszforilációjához. Kimutattuk azt is, hogy az ösztrogén indukálta PKA és
MAPK aktiváció jelentős szerepet játszik az ösztrogén CREB-re gyakorolt hatásában a kolinerg
(38) és GnRH neurokban in vivo. Összefoglalva elmondhatjuk, hogy az ösztrogén jelentősen
módosítja a citokin szenzitív másodlagos hírvivő molekulák működését az idegsejtekben,
mely arra utal, hogy az ösztrogén és általában a steroidok a jelátvivő útvonalakon keresztül
befolyásolhatja az immunrendszer hatását a központi idegrendszerben (42,43). (ld. 7.
összefoglaló ábra)
► Az immun- és idegrendszer proteolitikus szabályozását illetően vizsgáltuk, hogy a tripszin-
szerű illetve metalloproteáz aktivitások milyen összefüggést mutatnak egyes immun- és
idegrendszeri funkciókkal, mint pl. B-sejtes immunválasz, autoimmun eredetű nurodegeneratív
illetve egyes fényérzékelési folyamatok.
Kimutattuk, hogy az aktivált B limfociták membránjában (vagy annak közelében) egy
85-90 kD molekulatömegű proteáz aktivitással bíró fehérje expresszálódik, mely nyugvó B
limfocitákban nincs jelen. A fehérje affinitás kromatográfiás tisztítását követő karakterizálása
(szubsztrát-specificitás és gátlási profil) azt mutatta, hogy az aktiválódás során (a sejtek által
szekretált formában is) megjelenő proteáz nem metalloproteáz, hanem egy tripszin-szerű
szerin-proteáz enzimfehérje. Az enzim többek között felelős az Fcγ-receptorok hasításáért,
ill. szolubilis formáik megjelenéséért, mely fontos szabályozója lehet a B-limfocita
7. ábra: Az ösztrogén hatása citokin szenzitív jelátvivő útvonalakon a neuronokban, a központi
idegrendszerben. ER: ösztrogén receptor, RTK: tirozin kináz receptor, 7-TMR: 7 transzmembrán
régiót tartalmozó G proteinhez kapcsolt receptor
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funkciónak és a humorális immunválasznak (31). (A fehérje tömegspekrometriás
karakterizálása folyamatban van.)
Kimutattuk a számos neurodegeneratív betegségben érintett fehérje, a mielin bázikus
protein (MBP) proteolitikus (kalpain, humán tripszin-1 és -4 proteázokkal kapott) hasítási
termékeinek analízise során, hogy a szervezetben is kimutatható MBP-specifikus autoantitestek
által felismert epitópban is megtalálható hasítási helyet a humán tripszin-4 magas
specificitással képes hasítani. Eredményeink szerint a humán tripszin-4 egy olyan proteáz, mely
fontos szerepet játszhat a Sclerosis Multiplex patomechanizmusában (33,36).
Tekintettel ezen felismerés jelentőségére, lépéseket tettünk a tripszin-szerű proteázok és
potenciális inhibitoraik közötti kölcsönhatások szerkezeti hátterének feltárására (32,34,35), azzal
a távlati céllal, hogy szerkezet-alapú tervezéssel hatékony inhibitort fejlesszünk a tripszin-szerű
proteázok, köztük a humán tripszin-4 számára, esetleges későbbi terápiás célú alkalmazásokra.
Az MMP9 indukálható metalloproteináz fontos szerepet játszik a szöveti szerkezet
átalakításában. Felmerült azonban, hogy az enzim nem kizárólag a degradációs folyamatokban
vesz részt. Fény-indukált retinopátia modellben vizsgáltuk az MMP9 indukcióját és
megállapítottuk, hogy reverzibilis retinopátiában és fényadaptációban is van MMP9
aktiváció (41, A14). Megállapítottuk, hogy specifikus MMP9 inhibitor adása lassítja a szem
regenerációját (A14). Az agyban, sejtpusztulást nem okozó AP4 epilepszia modellben is hasonló
eredményeket kaptunk. LPS hatására az MMP9 indukálódik és az indukció szintje magasabb egy
genetikusan epilepsziás WAGRij patkánytörzsben (A15). Mindezek az eredmények
alátámasztják, hogy celluláris stresszben illetve gyulladásos folyamatokban az MMP9 lehet
citoprotektív és regeneratív hatású.
A projekt során mikrodisszekción, emésztésen és HPLC analízisen alapuló módszert
dolgoztunk ki idegszövetek nukleozid szintjének meghatározására humán és állatmintákon
(40.). Ez az eljárás, amellett hogy alkalmas a neuron- ill. limfocita-funkciók, ill. sejthalál
szabályozására purinerg receptorokon keresztül képes nukleozidok mérésére, elvileg bármely más
kismolekulasúlyú mediátor vagy szabályozó molekulák szintjének mérésére is alkalmazható.
► A sejthalál folyamatok egyre több típusát és diverz mechanizmusait írták le az utóbbi évek
során. Mivel az immun- illetve az idegrendszer normális működése szempontjából egyaránt
kritikus a programozott sejthalál folyamata és annak szabályozása, jelen projekt keretében az
egyik talán legkevésbé ismert sejthalál forma, az autofágia klasszikus apotózishoz való
viszonyával és mechanizmusával is foglalkoztunk. Drosophila modellrendszeren kimutattuk,
hogy a programozott autofágia egyik fontos szabályozója a PI3K jelpálya (44). Azt is
megmutattuk, hogy az autofágia indukciója „upstream” vagy parallel történik az apoptoszóma
kialakulásához képest a sejthalál folyamata során (45).
Összefoglalva, számos új receptor-kölcsönhatás/párbeszéd elemet sikerült azonsítanunk
az immunrendszer működésében, és feltártunk több fontos, a limfocita effektor funkciókat illetve
sejthalált szabályozó mechanizmust a lipid raftok és egyéb membrán mikro-kompartmentek,
adaptor fehérjék részéről. Kimutattuk a tripszin-szerű proteáz aktivitások szabályozó szerepét a
humorális immunválasz során, illetve valószínűsítettük szerepüket neurodegeneratív folyamatok
(pl. Sclerosis Multiplex) során is. Sikerült kimutatnunk, hogy az immunrendszeri effektor
funkciók és egyes idegrendszeri funkciók között, feltételezhetően a citokin hálózaton illetve
steroid hormonokon keresztül kommunikációs útvonalak léteznek, melyek működése során
jelentős egyes jelátviteli elemek szabályozó szerepe. Alapkutatási eredményeink mellett
metodikai fejlesztést is sikerült megvalósítanunk (új módszerek, eljárások, diagnosztikum) és
több újszerű, a jelátvitel célzásán alapuló hatóanyag-jelölt kifejlesztése is elkezdődött.
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